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摘要 : 从 河南 省 南阳 地 区 土壤 中 分 离 的 10 株 野 生 酵 母 菌株 中 ， 筛 选 到 一 株 能 够 同步 利用 葡萄 糖 和 木 
糖 发 酵 高 产 油脂 的 酵母 菌株 ZZ-46。 摇 瓶 发 酵 120 h， 在 和 葡萄糖: 木 糖 为 2:1 条 件 下 ， 生 物 量 、 油 脂 产量 、 
油脂 含量 、 油 脂 系数 和 产 油 速率 分 别 达到 20.23g/L、9.89 g/L、48.91%、14.64g/100g 和 0.083 g:L-!i-h-!; 该 
菌株 利用 5 种 不 同比 例 混合 糖 〈 葡 萄 糖 和 木 糖 ) 产 油脂 的 脂肪 酸 组 成 均 以 Cg 和 Cis 系 脂肪 酸 为 主 ， 其 中 
油 酸 含量 最 高 ， 其 次 为 亚 油 酸 、 棕 榈 酸 和 硬 脂 酸 ， 四 种 脂肪 酸 含量 占 总 脂肪 酸 含量 的 90% 以 上 ， 与 植物 ; 
间 脂 肪 酸 组 成 相似 ， 可 以 作为 生物 柴油 油 源 。 通 过 形态 特征 及 26S rDNA D1/D2 区 域 序列 分 析 ， 初 步 鉴 定 
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葡 株 ZZ-46 为 Cutaneotrichosporon dermatis， 与 Trichosporon dermatis 同 物 异 名 。 


i 


到 


关键 词 : 混合 糖 发 酵 ， 同 步 利 用 ;， 产 油脂 酵母 菌 ， 筛 选 ， 脂 肪 酸 组 成 鉴定 


多 
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Abstract: In this paper, the strain ZZ-46 which could assilimated glucose and xylose simultaneously producing 
lipid were screened from 10 wild yeast strains from the soil of Nanyang region of henan province. The cell 
biomass, lipid concentration, lipid content, lipid coefficient and lipid productivty of the strain reached 
20.23g/L、9.89 g/L、48.91%、14.64g/100g and 0.083 g:L-!:h! respectively by fermenting 120h with 2: 1of 
glucose and xylose as carbon source. Simultaneous, Lipid-acid component was analyzed, there is almost no 
difference in lipid-acids component by using different mixed sugar ratios as carbon source and Cl6 and Clg series 
are main fatty acids. Oleic acid content is the highest in lipid-acid component, next are linoleic acid, palmitic acid 
and stearic acid in all samples and the sum account for over 90%. The lipid component of this strain is similar to 
plant oil and could be used as biodiesel source. The strain was primarily identified as Cutaneotrichosporon 
dermatis by the morphology feature and 26S rDNA DI1/D2 domain sequence analysis, and Trichosporon 


dermatis homonym. 
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微生物 油脂 是 继 植 物 油脂 、 动 物 油脂 之 后 又 一 可 开发 利用 新 油脂 资源 03。 微 生物 油脂 除 可 蔡 代 
动 植物 油脂 生产 食用 油脂 外 ， 还 可 作为 生物 柴油 的 蔡 代 原料 &53。 与 传统 的 植物 油脂 获取 方法 相 
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比较 ， 微 生物 油脂 的 诸多 优点 中 使 其 有 广阔 的 工业 化 应 用 前 景 "3。 森 质 纤 维 素 是 我 国 最 丰富 的 可 再 
生 资 源 充分 水 解 可 得 到 含有 葡萄 糖 、 木 糖 、 阿 拉 伯 糖 和 甘露 糖 等 混合 糖 ， 利 用 木质 纤维 素 水 解 液 作 
为 底 物 生产 生物 燃料 和 生物 产品 具有 重要 的 经 济 和 环保 意义 5 器。 然而 ， 大 多 数 微 生物 对 木质 纤维 素 
水 解 液 利 用 效率 较 低 ， 其 原因 除 含有 糠 醛 等 对 菌 体 生长 有 害 物质 外 ， 还 由 于 多 数 产 油脂 微生物 在 葡 
葡 糖 和 木 糖 同时 存在 条 件 下 ， 会 产生 “和 葡萄糖 效应 ” 导致 其 它 碳 源 的 利用 出 现 明显 延 滞 期 ， 产 油脂 
效率 明显 降低 12， 因此 ， 算 选 获得 能 够 同步 利用 己 糖 和 戊 糖 产 油脂 菌株 ， 对 发 酵 法 生产 微生物 油 
脂 极为 重要 。Hu 等 [3 发 现 皮 状 丝 孢 酵母 Tricjposporom cutazexm 能 够 同步 利用 葡萄 糖 和 木 糖 产 油脂 ， 
在 葡萄 糖 : 木 糖 为 2:1 时 ， 油 脂 含 量 和 油脂 系数 分 别 为 99% 和 17 g/100g; 孔 祥 莉 等 4 研究 了 斯 达 氏 油 
脂 酵 母 Zipomzyces starkeyi 利 用 混合 糖 发 酵 产 油脂 的 能 力 ， 在 葡萄 糖 : 木 糖 为 2:1 条 件 下 发 酵 144 h， 生 
物 量 和 油脂 含量 可 达到 19.0 g/L 和 52.6%; 宋 兆 齐 等 5 筛选 到 一 株 能 够 转化 混合 糖 的 高 产 油脂 酵母 JM- 
D， 在 和 葡萄糖: 木 糖 为 3:1 条 件 下 发 酵 144 h， 油 脂 含 量 达到 23.38%。 这 些 研 究 多 从 菌 种 保藏 机 构 现 有 
菌 种 中 进行 筛选， 对 野生 产 油 脂 酵 母 资 源 的 挖掘 与 利用 研究 还 很 不 够 。 本 文通 过 对 南阳 土壤 中 分 离 
的 产 油脂 酵母 的 筛选 ， 以 期 得 到 能 够 同步 利用 葡萄 糖 和 木 糖 的 高 产 油脂 酵母 菌株 ， 并 通过 高 产 油 脂 
菌株 以 不 同 配 比 的 混合 糖 为 碳 源 所 产 油 脂 的 脂肪 酸 组 成 分 析 ， 为 利用 木质 纤维 素 水 解 液 发 酵 法 生产 
微生物 油脂 提供 依据 和 基础 。 


7 


1 材料 与 方法 
1.1 菌株 

从 南阳 市 土壤 中 分 离 获 得 10 株 产 油脂 酵母 菌株 ， 分 别 为 ZZ-03、 ZZ-07 、ZZ-10 、ZZ-16、 

ZZ-21、 ZZ-27、 ZZ-29、 ZZ-30、 ZZ-31、 ZZ-46。 

1.2 ”实验 仪器 

电热 恒温 培养 箱 〈101-2A)、 数 显 恒温 摇 床 (HZQ-B)、 立 式 压力 蒸汽 灭 菌 锅 (LDZX-50FB)、 
电子 精密 天 平 (FA1004)、pH 数字 酸度 计 (PHS-3C)、 电 子 恒 温水 浴 锅 、 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 
《752N)、 电 脑 型 生物 显微镜 〈XSP-13CC)、 超 净 工 作 台 〈SW-CJ-2G)、 大 型 全 温 摇 床 〈HZQ-B)、 
气相 色谱 仪 (Agilent Technologies 7890A)， 液 相 色谱 仪 (Aglient 1100) 

1.3 ”培养 基 

QD 斜面 保藏 培养 基 YEPD: 葡萄 糖 20.0 g， 酵 母 粉 10.0 g， 和 蛋白 肛 10.0 g， 琼 脂 15.0 g， 蒸 馏 水 
1000 mL, pH 6.5。 

CIYMA 培养 基 : KH2PO4 0.5g, NaCl “0.2g，MgSO4。7HO ”0.2g，CaSO4。7H2O 0.1g, 
CaCO3，7H2O ”1.0g， 甘 露 醇 10.0g， 琼 脂 18.0g， 酵 母 汁 100.0mL， 维 生 素 Bi 十 维生素 B, 微量 
蒸馏 水 900.0 mL，PpH 6.0。 

图 液体 种 子 培养 基 : 和 葡萄糖 20.0 g， 酵 母 粉 10.0 g， 蛋 白 肛 10.0 g， 蒸 馏 水 1000 mL，PpH 6.5。 

由 限 氮 发 酵 培 养 基 : 葡萄 糖 70g、 酵 母 粉 0.7$Sg、NH4C1 0.1g、KH2PO4 11.8g、K2HPO4 
3.7g、 MnSO44H2O ”0.76mg、CaCl 40mg、MgCl 1.0g、FeSO47H2O ”5.3Smg、ZnSO47H2O 
1.0mg、Na2SO4 0.1g、 浓 HSO40.00184mg、Citric acid 5.2mg,，pH 6.0。 

1.4 实验 方法 
1.4.1 ”培养 方法 

@ 活 化 培养 : 将 保藏 的 菌株 划 线 接种 至 YEPD 固体 斜面 培养 基 ，25C 恒 温 箱 中 培养 2 天 。 

@ 种 子 培养 : 活化 后 的 菌株 接 两 环 于 液体 种 子 培 养 基 中 ，140 rmin，25C 恒 温 摇 床 培养 2 天 。 

@ 摇 瓶 发 醇 培 养 ， 取 种 子 培 养 液 ， 按 10% 接 种 量 接种 于 限 氮 发 酵 培养 基 中 ，25C，140 r/min 培 
养 144h。 


1.4.2 ”测定 方法 

(1) 菌 体 生物 量 的 测定 : 采用 干 重 法 0 测定 菌 体 生物 量 。 

(2) 油脂 含量 的 测定 : 单 糖 初 得 时 油脂 的 测定 采用 磷酸 香草 醛 显 色 法 071， 混 合 糖 复 得 时 油脂 的 
测定 采用 酸 热 法 08。 

(3) 计算 公式 : 

细胞 干 重 〈gL) =〈 管 与 干 重 的 总 重量 - 空 管 重 量 ) X1000/V 

发 酵 液 油脂 含量 〈g/L) = 提取 油脂 的 质量 / 量 取 发 酵 液体 积 

菌 体 油 脂 含量 〈% ) = 提取 油脂 的 质量 /发 酵 液 生物 量 
油脂 系数 〈g/100g) = 油脂 产量 / 耗 糖 量 X100 
(4) 葡萄 糖 和 木 糖 含量 测定 : 利用 液 相 色谱 仪 进行 葡萄 糖 和 木 糖 含量 测定 [31。 
色谱 柱 : Eclipse XDB-C18(150 mmX4.6 mm，5.0um)， 流 动 相 : 水 ， 柱 温 : 65SC， 检 测 器 池 
温 : 40C， 流 速 : 0.5 mLAmin， 进 样 体 积 : 20 此 ， 工 作 站 : Agilent Rev.B.02.01 。 
(5) 脂肪 酸 组 成 分 析 : 样品 甲 酯 化 09， 利 用 气相 色谱 仪 进行 脂肪 酸 组 成 分 析 。 
色谱 柱 条 件 : FFAP 毛细 管 柱 (25 mx0.25 mmx0.25 um); 进 洋 口 : 270"C， 检 测 器 温度 : 270*C， 柱 

温 : 140"C， 保 持 0.5min， 由 8°C 升 温 至 165"C， 保 持 2min， 然 后 由 2°C 升 温 至 185$3"C， 保 持 10min， 

分 流 比 : 20:1， 进 样 量 ;，1hL。 

不 饱和 脂肪 酸 指数 Index Unsaturated Fatty Acid (IUFA) 计算 : 不 饱和 脂肪 酸 指数 (IUFA) 
=1X 单 烯 酸 含量 % 十 2X 二 烯 酸 含量 % 十 3X 三 烯 酸 含量 % 十 …… HnXn 烯 酸 合 量 %。 
1.4.3 ”形态 学 观察 

参照 THE YEASTS，A TAXONOMIC STUDYPol( 第 五 版 ) 观 察 菌株 形态 特征 
1.4.4 分子 生物 学 鉴定 

将 目标 菌株 进行 26S rDNA D1/D2 区 域 序列 的 分 子 生物 学 鉴定 。 

基因 扩 增 : 20 pL 反应 体系 ， 纯 化 的 PCR 产物 1 nL，BigDye8 nL， 引物 lnL， 灭 菌 去 离子 水 10 
LL。 反应 条 件 : 96'C1 min，25 个 循环 (96'C10s，50°C 5Ss，60C4mim，72C 延 伸 10 min。 由 PCR 
物 电泳 结果 切割 所 需 DNA 目的 条 带 ， 所 得 PCR 扩 增 原液 经 过 DNA 胶 回 收 试剂 盒 CSK1131) 回收 
纯化 ， 电 泳 再 次 检测 后 通过 自动 测序 仪 得 到 供 试 菌株 PCR 扩 增 片段 的 原始 序列 。 将 测序 结果 用 
Chromas 参照 正 反 序列 图 谱 人 工 校 对 。 用 校正 后 的 序列 在 GenBank 数据 库 中 进行 同 源 序列 搜索 
(BLAST)， 根 据 同 源 序列 搜索 结果 采用 Clustal X1.83 进行 序列 比 对 ， 采 用 MEGA5.0 软件 构件 系统 
一 树 ， 发 育 树 的 生成 用 neighbor-joining 法 ， 经 1000 次 的 相似 度 重复 检验 。 依 据 系统 发 育 树 ， 并 结合 
0 lS 态 学 特征 确定 其 种 类 。 
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2 ”结果 与 分 析 
2.1 高效 利用 单 糖 菌株 的 筛选 
将 10 株 从 南阳 土壤 中 分 离 得 到 的 野生 酵母 菌株 分 别 以 葡萄 糖 、 木 糖 为 碳 源 与 限 氮 发 酵 培养 基 中 


摇 瓶 培养 120 h， 各 菌株 产 油脂 能 力 见 表 1。 
表 1 菌株 单 糖 发 酵 产 油脂 能 力 


Tablel The oil production capacity of the strain by fermenting with glucose and xylose 


菌株 碳 源 生物 量 (gL-1) 油脂 产量 (gL-!) 油脂 含量 (%) 
葡萄 糖 15:2 6.59 43.35 
ZZ-03 
木 糖 13.58 4.48 32.99 
葡萄 糖 14.59 6.92 47.43 
ZZ-07 
木 糖 13.16 6.45 49.01 
ZZ-10 葡萄 糖 14.09 6.76 45.56 


